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論文内容要旨
 【目的】
 老化に伴うDNAのメチル化が老化の原因のひとつであるかどうかを探ることが本研究の目的
 であり,具体的にはマウス肝における。-myc遺伝子のDNAメチル化が,(1)C3Hマウスの老化
 過程でどう変わるか,(2)1年齢以上のC3Hに多発する肝腫瘍ではどうか,(3)放射線及び化学物
 質によって誘発された肝腫瘍ではどうか,(4)生後3週齢からエネルギー制限したマウスではどう
 かについて調べた。またこの間に加齢に伴うDNAメチル化がマウス系統によって異なることを
 見いだしたので,その原因を探るべくDNAメチル化に働く,DNAメチルトランスフェラーゼ
 遺伝子の多型性について調べた。
 ζ方法】
 所定のageに達したマウスを殺し組織を採集した。採集した組織をDNA抽出まで一70℃に保
 持した。SDS/pheno1法により組織からDNAを抽出した。このDNAを,DNAメチル化に感受
 性の酵素で切断し電気泳動しフィルターにトランスファーした。さらにこのフィルターと聖ラ
 ベルした。-mycのプローブをハイブリダイゼーションすることにより,c-myc遺伝子のメチル化
 を調べた。またX線フィルム上のバンドをデンシトメーターで解析することによりメチル化の
 定量を行った。
匿結果遇
 (1)C3Hマウスの老化過程でのメチル化の変化
 C3Hマウス正常肝では,c-mycの5'側のメチル化が加齢に伴いわずかに減少した。また,
 c-mycの3'側では加齢に伴いメチル化が増加した。
 〔2)C3Hマウスの自然発生腫瘍におけるメチル化の変化
 腫瘍化により,c-mycの3'側のメチル化は変化し,特に初期の腫瘍でメチル化の増加がみられ
 た。進行した腫瘍では。-mycの3'と5'側両方に脱メチル化がみられた。
 (3)放射線,化学物質により誘発された肝腫瘍におけるメチル化の変化
 放射線や化学物質で誘発された腫瘍においても,c-mycの3'側のメチル化の変化が高頻度にみ
 られた。ただし,処理方法による特異性は見出せなかった。
 (4)生後3週齢よりエネルギー制限をしたマウスによるメチル化の変化
 エネルギー制限をしたマウスでは,コントロールのマウスに比べ,加齢に伴うメチル化の変化
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 が抑えられる事を見出した。
 (5)マウス系統間での加齢に伴うメチル化の変化の違い
 本研究に用いた。3H系マウスとSHNIC3HF1系マウスの間で,加齢に伴うメチル化の変化に
 違いが見られた。
 (6)マウス系統間におけるDNAメチルトランスフェラーゼ遺伝子の多型性
 25系統のマウスのDNAメチルトランスフェラーゼ遺伝子にっきRFLPを指標にして調べた
 結果4っのアリルが見つかった。またC3HとSHNが異なるアリルに分かれる事も明らかに
 なった。
 以上の事から,分かったことのひとつは腫瘍の初期のメチル化の変化と,加齢に伴うそれは質
 的に類似していることである。このことは腫瘍での変化は加齢に伴う変化を増幅したものと推測
 され,腫瘍化と老化が,分子レベルで密接に関連していることを示唆している。
 また,マウスとラットではエネルギー制限により寿命が延長することが知られているが,本研
 究では加齢に伴うメチル化の変化がエネルギー制限により抑えられることが明らかになった。こ
 のことはDNAメチル化が老化と密接に関与することを示唆する1っの証拠である。
 加齢に伴うメチル化の変化に差がある系統の聞で,DNAメチルトランスフェラーゼ遺伝子に
 も違いがみられたのは興味深い。このことはSHNIC3HF1系で,c-myc遺伝子のメチル化の増
 加が速いことの原因としてDNAメチルトランスフェラーゼ遺伝子活性の違いがある可能性を示
 唆する。ただし,見つかったRFLPは,exonの内か外かが不明であり(遺伝子の全構造が明ら
 かになっていない。),今後明らかにする必要がある。
 ζ考察遷
 老化に伴うDNAの変化としてはDNA損傷の蓄積,突然変異の増加などが報告されてきたが,
 今回の研究によりDNAメチル化の変化も重要な要因のひとつである可能性が示された。また老
 化と腫瘍化でのメチル化の変化を同じ系で同時に比較したのは本研究が初めてであり,腫瘍化と
 老化の関連性を直接分子レベルで示唆することができた点は意義がある。
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 審査結果の要旨
 生物の老化は生命科学の研究対象として興味あるばかりでなく,現代の人類が直面している高
 齢化社会の諸問題について医学的側面からの解決方法を見出して行く上でも重要な研究課題となっ
 ている。老化現象の原因についてはすでに多くの仮説があげられているものの,それ等を支持す
 る証拠は非常に乏しいのが現状である。そのような中での有力なアプローチのひとつは生体の遺
 伝情報を担っているDNA上の変化を追跡することにより,老化の原因を探って行くというもの
 である。老化に伴うDNAあるいは染色体上の変化は過去にいくつか報告されてはいるが,それ
 らのうち老化の主な特性,すなわち生物種による老化速度の違いや食事(エネルギー)制限によ
 る寿命の延長,放射線照射による寿命の短縮,老化個体に於ける病気の多発などをすべて合理的
 に説明できるようなものは何もないのが現状である。
 本研究は今までの研究から老化に伴って変化することが分かっているいくつかのDNA変化の
 うちDNAメチル化の変化に焦点をしぼり,それが個体の老化にどれ程重要であるかについて異
 なる観点から2つのことを明らかにしている。すなわち,①老化個体に多発する腫瘍でのDNA
 メチル化の変化は質的に老化に伴う変化と類似しているが量的には老化を加速したような変化で
 あること,②マウスの寿命を延長することが分かっている摂取エネルギーの制限が老化に伴う
 DNAの変化を抑制していること,である。研究はさらに老化に伴うDNAメチル化の変化がマ
 ウスの系統間で異なることを見出し,しかもその原因の可能性としてDNAメチル化に働く
 DNAメチルトランスフェラーゼ遺伝子のpolymorphismがあげられることを示している。これ
 等の新しい知見は老化の原因を考える上でDNAメチル化の変化が重要な要因のひとつである可
 能性を示したものであり,学位論文に値する。
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